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摘 要
:
以 鲜鸡蛋壳为原料

,

1
.

0 %N aCI (p H 3
.

。
,

40 ℃ )提取溶 菌酶
,

72 4 大孔 阳 离子树脂 色谱 纯化
,

10 %(N H办
2
5 0

、

洗脱
,

盐析

结 晶
。

用竣 甲基纤维素 C M52 柱色谱分析
,

显示 产品 纯度

较 高
。
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溶菌酶广泛存在于各种微生物
、

植物和高等动

物组织及分泌物中
,

以鲜鸡蛋蛋清中含量最高 (约占

蛋 白总量 的 3
.

4 % 一3
.

5 % )
,

蛋壳 中也含有
。

溶菌酶化

学稳定性及热稳定性好
,

可作为食品 和饮料 的天然

防腐剂
,

医学上用于消炎药的制备
,

有消 肿
、

恢复组

织和抑制恶性组织生长的作用 [l]
。

作为生化试剂可用

于细菌细胞破壁 (原生质体 的制备
、

质粒的提取
、

细

胞内产物的分离 )
,

还是一种研究蛋 白质热力学稳定

性的模式分子
。

本实验 以新鲜蛋壳及蛋清残液为原

树脂 ( 7 2 4) 西安电力树脂厂
;
梭 甲基纤维素 CM 52

树脂 凡uc k 进 口分装
;
其他试剂 均为分析纯

。

7 21 型分光光度计
,

组合柱色谱系 统
,

H D 一9 7 一 l

核酸蛋 白检测仪 (入= 2 8O
n m )

,

超滤 M ll
J

I
刹

P O R E 。

1
.

2 检测方法

1
.

2
.

1 溶菌酶活力测定 [2] 用 L B 培养基对溶壁微球

菌进行活化
、

扩 培
,

离心收获菌体
,

生 理盐水洗涤
,

1 / 15 ( m
o l/ L )磷酸缓冲液 ( p H 6 4 6) 悬浮为 Z m g / m L 菌

悬液
,

置于冰箱 的冷冻室
,

使用时解冻
。

以 Z m g / m L

溶壁微球菌菌悬液为底物
,

3 0 ℃时 s m L 菌悬液中加

人 lm L 溶菌酶
,

在 入= 4 5 O n m 处测 3 05 及 s m i n 3 os 时

菌悬液光密度
。

一个溶菌酶单位为此条件下
,

平均每

分钟光密度降低 0. 0 01 所用的酶量
。

溶菌酶活力
= △E 45 了o. 0 0 lx w (U / m g )

式中么 E 45 。为 4 5 0 n m 处平均每分钟吸光度 的变

化
,

W 为加人的酶量 (m g )
。

1
.

2
.

2 蛋 白质含量的测定 采用 Fo h n 一酚法 [3] 。

1
.

2. 3 溶菌酶 纯度检验 采 用 CM 5 2 竣 甲 基纤 维

素色谱柱分别对上样液
、

洗脱液及标准溶菌酶进行

分析
。

1
.

3 溶菌酶的提取工艺流程

,习.,口已与肠曰比曰的朋仙目口亡侧抽硕钊朋玄”

料进行溶菌酶的 提取
,

采

用弱酸性 阳离子交换树脂

动态交换
、

洗脱纯化工艺
,

为规模化连续柱色谱生产

高纯度溶菌酶提供参考
。

·蛋壳- 粉碎- 1%Na C I, p H 3
·

。抽提

一匕
滤渣
一

次抽提一
匕
滤渣 (蛋壳的综合利 用 )

上清液劝
曰动 态 交换

上清液

升洗脱升超 滤浓缩 脱盐一结 晶或冷冻干燥、成品

, 材料与方法

1
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1
.

4 实验方法

1
.

4
.

1 溶菌酶 的提取 将鲜蛋壳清洗冲去杂物
, 4 ℃

放置过夜
,

取 45 飞 粉碎成末
,

用 1. 0 % N aC I 溶液 (p H 3 .o )

抽提
,

共 13 5 Om L 分 3 次抽提
,

每次 4O ℃水浴搅拌保温

1h
,

趁热过滤
,

合并 3 次抽提液即为酶抽提液
,

抽提液
p H 自然上升到 6. 0

。

蛋壳可作进一步综合利用
。

1 4. 2 溶菌酶分离纯化 酶抽提液 中含大量 的 C a 2+

及杂蛋白
,

为避免 C a 2+及杂蛋 白的 吸附影响柱子的总

交换容量
,

使用等电点沉淀及热变性对酶抽提液进

行前处理
,

即将酶抽提液调至 p H = 4. 6 (卵粘蛋 白等电

6 0 !函耍至至夔夔习
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点 )
,

于沸水浴迅速升温至 7 5 ℃
,

维持 sm in
,

流水冷却

至室温
,

用 2O % N a 0 H 调 p H 至 9. 5( 使 C a今形成沉淀 )
,

静置 5 一6h
,

过滤或离心除去沉淀
,

再将 p H 调至中性
。

7 2 4 树脂经浸泡处理去杂质
,

以 Z m ol / L N a 0 H

转型为 Na+ 型 阳离子树脂
,

1 / 1 5 (m ol / L )磷酸缓冲液

(p H 6
.

4 6 )平衡过夜
。

动态交换法是先将处理转型后的树脂装柱
,

酶抽

提液以 1
.

6 m L/ mi
n 流速缓慢通过 (2 9 蛋壳粉 / m L 树

脂 )处理好 的 7 2 4 树脂柱
,

再用 3 倍 体积 1 / 15 (m d /

L) 磷酸缓 冲液 (p H 6. 4 6) 洗涤树脂柱
,

除去未 吸附杂

质 (蛋 白 )
,

以 lO % (N H 小5 0 4

溶液洗脱
,

洗脱液经核酸

蛋 白检测仪 (入二 2 8 On m )检测
,

部分收集器收集含溶菌

酶的洗脱液
。

树脂则进行充分清洗转型后备用
。

静态交换法 即用处理好 的 7 2 4 树脂对酶抽提液

在室温慢速搅拌下吸附 6 h
,

4℃静置 2 4 h
,

将树脂滤

出
,

用磷酸缓 冲液洗涤树脂
,

洗至基本无 泡沫 为止
。

再以 1 2 00 m L IO % (N H启多O 、

分 3 次搅拌洗脱
,

合并所

得洗脱液
。

1
.

4. 3 洗脱液 中溶菌酶的结晶 含酶洗脱液经截 留

分子量 (MW C O) 为 5 00 0 的聚矾 膜超滤浓缩脱盐
,

冷

冻干燥得成品
。

亦可加终浓度至 5 %的 N a

CI
,

4 ℃静置
2 4 h 得结晶

。

2 结果与分析

2
.

1 抽提条件确定及抽提结果

溶菌酶在酸性条件下耐热性较好
,

盐离子是蛋壳

中抽提的关键
,

选用 1
.

0 % N a

CI (p H 3
.

o) 溶液提取
。

s m L 酶抽提 液经 C M 5 2 梭 甲基 纤维素色谱柱
,

1 0 %

(N H小5 0 ;

洗脱分析
,

色谱 图如图 1
。

测得峰 2 有溶菌

酶活性
,

表 明溶菌酶被抽提出来
,

同时可见其 中含有

较多杂蛋 白
。

2. 2 树脂及交换条件的选择

为了保持大分子物质 的活性
,

离子交换宜在 中
J

胜 p H 进行
,

溶菌酶 的等 电 点在 1 1
.

0 左 右
,

在 中性

(p H 6
.

4 6) 下带正 电荷 ; 此 p H 时
,

大多数 其它 卵清

蛋 白带负 电荷
,

故选用 弱酸性大孔 阳 离子交换树

脂 7 2 4
。

以 (N H 、

)
2 5 0 4

梯度洗 脱为 依据
,

选 用 1 0 %

(N H 4

)
2 5 0 4

一步洗脱法
。

2 3 动态交换与静态交换的比较

由表 1 可知
,

使用 7 2 4 树脂交换使酶液 比活力

大大提高
,

提高了酶液纯度
。

动态交换的吸附率达到

0 4
.

8 9石14
.

4 19
.

2 24 28名 33石38耳 43
.

2 48 犯
t

s盯万砚
.

4 价
.

2 刀

洗脱液体积(m L)

图 1 酶抽提液 CM 5 2 洗脱色谱图

8 3
.

5 %
,

静态交换 的吸附率亦达到 7 4
.

8 %
,

都较高
,

表

明 7 2 4 树脂对溶菌酶有较好的交换性能
。

动态交换

的酶液比活力高于静态交换
,

而每毫升酶液酶活单

位数低
,

这是 由于要充分动态洗脱
,

稀释了酶液
,

从

而增加了后续浓缩脱盐的负荷
。

用离子交换纯化蛋

壳溶菌酶 回收率高于 1 0 0 %
,

类似现象有文献报道
,

因溶菌酶在吸附时
,

与其结合的某种限制因子被吸

附去除
,

从而酶活力增大
。

2. 4 洗脱液分析

将 s rn L 离子交换洗脱液加人经处理的 C M5 2 纤维

素树脂柱
,

10 % (N峋多O 、

洗脱
,

紫外核酸蛋 白质检测仪

检测
,

记录仪记录结果
,

部分收集器收集洗脱液
,

收集

出峰位置洗脱液进行酶活检测
。

用相同方法对 2. 5 林g 勺llL

标准溶菌酶对照分析
,

其洗脱色谱图如图 2 和图 3
。

由 图 2 和图 3 可见
,

两者主峰出峰位置相同
,

经

检测该峰有溶菌酶活性
,

所得洗脱液 中含有溶菌酶
。

图 3 中其余小峰无酶活性
,

表明洗脱液 中杂蛋 白含

量低
,

鸡蛋壳溶菌酶经 7 2 4 树脂离子交换达到 了较

丰士工象

爵代恻侧来督

0 4名 9
.

6 14
.

4 19
.

2 2 4 28名 33
.

6 384 4 3
.

2

洗脱液体积 (m L)

图 2 2. 5 协g /m L 标准溶菌酶 CM 5 2 洗脱色谱图
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表 2 果汁部分质量指标分析结果

实验编号 空 白 酶 1 酶 2 酶 3

胡萝 卜汁 B 1 2 3

果汁重量 (g ) 62 2
.

0 6 7 4
.

0 68 5
.

0 68 1
.

7

出汁率 (% )
* 5 3

·

1 60
·

6 62
.

1 6 1
.

7

出汁率增 幅 (% )
一 1 4

.

1 16
.

9 16
.

2

注
: *
加水量 25兔 ;胡萝 卜重量7 00 9

。

实验 的结果
。

结果表 明
,

酶制剂 的使用量 控制在

g o m L /t 的范围时
,

不会导致果汁稳定性变差
,

酶处理

后的果汁其稳定性和空 白样品一致
。

表 4 酶处理对果汁离心沉淀高度的影响

实验编号 B 2 3

沉淀高度(
em ) 1

.

3 0 1
.

3 5 1
.

35 1
.

30

�弓.�J.Jt男It工llJ比“妞l心日.�目扫网翻朋益”

表 3 果汁样 品中总胡萝 卜素含量测定结果

实验编号 B 1 2 3

V (m L) 15 1 5 1 5 1 5

A~ 0
.

2 24 0
.

2 39 0
.

2 62 0 3 5 2

胡萝 卜素提取量(m 岁kg ) 1 4
.

7 3 1 7
.

92 2 0
.

1 7 2 6
.

8 6

提取量增幅 (% )
一

21 万 36
·

9 82 3

P e e t i n e x S m
a s h X X L 和 P e e t i n e x U lt r a SP 一 L 是

果胶裂解酶和适量细胞破壁酶
,

两者促使胡萝 卜细

胞更为彻底地破裂
。

胡萝 卜素是细胞的 内含物
,

随着

细胞壁的分解
,

胡萝 卜素得到 了更大的释放
。

实验结

果充分证 明了这一点
,

以 9 0 m L / t 的剂量处理后
,

胡

萝 卜素的提取率较空 白样品而言提高了约 1
.

8 倍
。

2. 3 酶处理对胡萝 卜汁稳定性的影响

评价果汁稳定性的方法很多
,

最常用的是在一

定温度下放置一段时间 (如 3 d 或 7 d )
,

但是这种方法

耗时比较长
。

在本实验中采用离心的方法来评价
。

离

心力可以破坏果汁体系的稳定性
,

从而产生沉淀
。

体

系稳定性越好
,

沉淀将会越少
。

以下是对各样品离心

3 结论
Pe e t in e x S m a sh X X L 和 P e e t i n e x U lt r a SP一L 可

以成功地应用于胡萝 卜汁的加工 以提高胡萝 卜汁的

品质
。

在合理的添加量下 ( 9 0 m l了t
左右 )

,

酶制剂可以

显著地提高出汁率和果汁中胡萝 卜素含量
,

更为重

要的是不影响胡萝 卜汁的稳定性
。

该结果对实际工

业应用具有较高的参考价值
。

参考文献
:

【l] 林志明
,

王文振
,

李诚 志
.

不 同前 处理 对胡萝 卜汁榨 出率等

参数的影响 [J]
.

福 州大学学报 ( 自然科学版)
, 2 0 0 1 , 2 9 (2 )

: 12 8一 13 1
.

[2] 周浓
.

胡萝 卜汁饮料 生 产 工 艺 [J]
.

农牧 产品 开发
,

20 00 (H )
:

2 5 一2 6
.

【3」 俞中
,

林春 国
,

朱凤涛
.

酶制剂 C itr o z ym e pre m iu m L 和

C e llu b r ix L 在胡萝 卜汁生产 中的应 用 比较 [J」
.

食 品科学
, 2 0 02

,

2 3 (5 )
: 86一 8 7

.

[4] 杨 军
,

赵学葱
.

果胶酶在胡萝 卜汁加 工中的应 用〔J]
.

中 国酿

造
,

1 99 7 (6 )
: 2 4 一 2 7

.

.

十
日 + 二 斗 二 十 一十 一刊汗一卜二州卜 一卜

·

州卜一卜
.. ~ 卜一神一 “ 斗 .. 十

. .

斗 日 ~ . 斗 ” 神~ 十 ~刊一一卜一今
一~ 一卜 ~ 州卜 . 州卜~ 州卜 二州卜。一卜叫

,

神一一卜加刊‘一卜一币
~ ~ 刊一一卜一卜~ 一卜一于 ”州卜 ,. 叫卜 “神一 . .

州卜 . ~ 卜一卜 . 日卜

(上接第 61 页 )
附能直接处理含 固体 颗粒 的样 品 而引 起 了广 泛关

注
,

但该方法 自身还处于研究中
。

由于溶菌酶的等电

点高于其它卵清蛋白
,

使用离子交换色谱柱有很好的

纯化效果
。

本工艺使用 724 树脂纯化溶菌酶性能好
,

(N陶多0
4

洗脱成本低
,

可实现鸡蛋的综合深加工利用
。

葬州四侧叙咨

参考文献 :

0 4
.

8 9石 14 4 192 2 4 2 8 8 3 3
.

6 3 84 4 3
.

2

洗脱液体积 (m L)

图 3 7 2 4 树脂离子交换洗脱液 CM5 2 洗脱色谱图

好分离纯化效果
。

动态交换法易于实现连续化
、

自动

化操作
,

因此应对动态法作进一步研究
。

3 结束语

商业溶菌酶通常采用传统的结 晶
、

沉淀
、

离 心等

方法从蛋清中提取
,

这些方法操作简单
、

成本低
,

适于

工业化生产
,

但得到的产品纯度不高
。

目前
,

已有超滤
[4] 、

扩张床吸附网及离子交换色谱方法
[7] 进行蛋清溶菌酶纯

化的研究
,

蛋壳溶菌酶的研究较少
。
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